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自从 ReinertQ1958) 在 胡萝卜 (Daucus carota) 中 进行 细胞 培养 获得 成 功 ， 植 物 细胞 培养 已 经 发 展 成 为 一 
项 重要 的 植物 遗传 操作 技术 ， 并 得 到 了 广泛 的 应 用 ( 何 卓 培 ，1987)。 一 个 良好 的 悬浮 细胞 系 正如 一 个 生 
长 迅速 的 微生物 培养 体系 ， 可 以 短 时 间 内 在 细胞 水 平 上 筛选 出 预期 的 突变 体 〈 路 铁 刚 等 ，1993) 。 海 甘蓝 
(Crambe abyssinica) 是 从 上 千 种 植物 中 筛选 出 来 的 含 高 草酸 (erucic acid) 的 植物 ( Princen，1983), 目 
前 该 植物 已 在 成 都 地 区 引种 成 功 ， 其 种 子 含油 量 为 34.48% ， 芥 酸 含量 为 55% 一 62.50% ， 硫 耻 的 含量 为 
71.51 一 82.20 pml/g( 王 幼 平 等 ，1995) 。 由 于 海 甘蓝 的 染色 体 倍 数 水 平 高 〈2n 一 90)〈 王 幼 平等 ， 
1995) ， 缺 乏 重要 的 变异 ， 因 此 ， 早 期 对 该 种 质 资源 进行 遗传 改良 均 未 取得 成 功 4 Downey，1971) 。 本 文 
通过 海 甘蓝 悬浮 细胞 系 的 建立 ， 为 更 好 地 开发 利用 该 种 质 资源 和 对 其 遗传 改良 提供 一 条 较 好 的 途径 。 


1 材料 和 方法 


1.1 请 伤 组 织 的 诱导 

海 甘蓝 种 子 在 4mg/L 6-BA+40.2mg/LNAA 的 MS 固体 培养 基 上 萌发 出 无 菌 苗 。 长 至 子叶 平展 
期 分 别 取 其 子叶 、 子 叶柄 、 下 胚 轴 和 幼 根 作 外 植 体 。 子 叶 大 小 约 0.3 cm X0.3 cm， 子 叶柄 、 下 胚 轴 和 幼 
根 长 约 0.5 cm。 将 上 述 外 植 体 接种 在 含有 0~8mg/AL2,，4-D+0~0.5mg/L 6-BA 的 MS 固体 培养 基 
上 ， 两 周 后 考察 各 外 植 体 的 愈 伤 组 织 诱导 率 及 其 大 小 、 颜 色 、 质 地 状况 ， 并 选择 最 佳 脱 分 化 培养 基 。 
1.2 悬浮 培养 

将 在 含 1mg-L 2,4-D+0.2mg/AL 6-BA 的 MS 培 养 基 上 培养 半 个 月 ， 产 生 的 愈 伤 组 织 经 继 代 培养 7 
d 后 ， 转 人 液体 培养 基 中 ， 在 播 床上 振 划 培养 (120r/min)。 培 养 基 为 B5 培养 基 的 大 量 元 察 再 加 上 MS 
培养 基 的 其 它 成 分 ， 不 加 琼脂 ， 附 加 2 mgL 2，4-D+0.5 mg/AL 6-BA+200 mg/L 的 水 解 酪 蛋白 
(CA)。 培 养 条 件 为 : 26C ， 弱 光 。 
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13 游离 单 细 胞 的 培养 及 愈 伤 组 织 的 产生 

悬浮 培养 4~5d 后 ， 更 换 1/2 体积 的 培养 基 ， 继 代 1 次 ， 将 悬浮 培养 物 用 150 目 尼 龙 网 过 滤 。 滤 出 
液 离心 500rAmin 3 min， 使 细胞 沉淀 。 弃 上 清 液 后 用 新 鲜 培 养 基 洗 涤 两 次 ， 再 加 入 培养 基 将 细胞 密度 调 
至 1X10 个 /mL 左右 。 在 直径 为 6cm 的 培养 四 中 加 入 2 mL 细胞 悬 液 ， 用 石蜡 条 封口 ， 在 黑暗 中 静 置 
培养 。 
1.4 植株 再 生 

当 愈 伤 组 织 长 至 直径 约 3 mm 时 ， 挑 选 白 色 朴 松 的 愈 伤 组 织 ， 将 其 转化 至 分 化 培养 基 上 ， 分 化 培养 基 
为 MS+0~8 mgAL 6-BA+0.2~0.5mgALNAA。 最 后 ， 将 分 化 出 较为 健壮 的 小 昔 切 下 ， 转 至 
1A2MS+0.5 mg/AL IBA 的 生根 培养 基 上 诱导 生根 ( 王 幼 平等 ，1996) 。 

在 上 述 愈 伤 组 织 的 诱导 和 植株 再 生 步 又 中 ， 各 外 植 体 均 接 种 于 容量 为 120 mL 的 三 角 瓶 中 ,每 瓶 3 一 
4 个 外 植 体 ， 每 处 理 3~4 次 重复 ， 培 养 条 件 : 温度 20~25'C ， 每 日 光照 10~12 h， 光 照度 为 2 500~- 
3 000 lx。 


2 结果 与 讨论 





2.1 愈 伤 组 织 的 诱导 

激素 对 形成 的 愈 伤 组 织 的 质量 有 重要 影响 。 较 高 浓度 的 2,4-D 易 使 外 植 体 严重 褐 化 而 死亡 ; 使 用 较 
低 浓 度 的 2,4-D 虽 可 获得 朴 松 的 愈 伤 组 织 ， 但 生长 缓慢 且 易 褐 化 。 而 加 入 适当 的 6-BA 可 减轻 神化 情 
况 。 所 以 选择 出 诱导 愈 伤 组 织 的 最 佳 浓度 激素 配 比 为 1 mg/L 2,4-D+0.5mg-L6-BA， 

来 自 不 同 部 位 的 外 植 体 产生 愈 伤 组 织 的 情况 也 不 一 样 。 子 叶柄 、 下 胚 轴 最 易 产 生 朴 松 、 半 透明 的 愈 伤 
组 织 ， 为 较 好 的 悬浮 培养 材料 。 子 叶 叶 片 产 生 的 愈 伤 组 织 生长 较 慢 ， 多 为 白色 、 质 密 。 而 幼 根 产生 的 傅 伤 
组 织 前 期 生长 很 快 ， 而 后 极 易 宰 化 ， 呈 稀 泥 状 ， 无 继续 培养 的 价值 。 另 外 ， 幼 苗 的 苗 龄 过 长 也 会 使 接种 的 
各 外 植 体 不 易 产 生 愈 伤 组 织 。 

2.2 悬浮 培养 

来 自 子 叶柄 和 下 胚 轴 的 愈 伤 组 织 都 获得 了 较为 满意 的 游离 细胞 ， 而 来 自 子叶 叶片 的 愈 伤 组 织 由 于 细胞 
分 裂 较 慢 ， 培 养 效 果 很 不 理想 。 另 外 ， 愈 伤 组 织 在 继 代 培养 后 ， 应 及 时 转 人 悬 浮 培 养 ， 否 则 愈 伤 组 织 易 褐 
化 ， 而 且 分 离 出 的 细胞 活力 较 低 。 

悬浮 培养 过 程 中 来 源 于 下 胚 轴 的 愈 伤 组 织 悬 浮 细胞 前 期 生长 较 快 ，5 d 后 达到 最 大 生长 量 ; 而 源 自 子 
叶柄 的 愈 伤 组 织 悬 浮 细 胞 则 维持 分 裂 时 间 较 长 ，7 d 后 达到 最 大 生长 量 。 此 后 ， 悬 浮 液 开始 变 得 很 混浊 ， 
细胞 严重 褐 化 。 试 验 表 明 ， 细 胞 再 生 愈 伤 组 织 能 力 在 振荡 培养 后 3~5d 最 高 ， 此 后 的 细胞 再 生 愈 伤 组 织 
能 力 将 大 大 降低 。 

2.3 植株 再 生 

将 悬浮 培养 物 经 150 且 尼 龙 网 过 滤 后 ， 单 细胞 率 可 达 98% 以 上 。 更 换 新 鲜 培养 基 ， 进 行 浅 层 培养 
〈 图 1: 1)。3d 后 便 有 细胞 发 生 分 裂 ( 图 1: 2)。 经 过 10d 培养 后 ， 细 胞 可 发 生 3 一 4 次 分 裂 (图 1: 3， 
4)。 分 裂 形成 的 细胞 团 旦 放射状， 无 明显 极 性 ( 图 1: 5)。 待 愈 伤 组 织 多 数 长 至 0.5~1 mm 时 ， 将 其 转 至 
网 散光 下 培养 。20 d 后 ， 愈 伤 组 织 长 大 至 直径 5 一 8 mm， 呈 淡 黄 色 半 透明 的 上 颗粒 状 (图 1; 

。 待 愈 伤 组织 块 长 大 后 再 将 其 转 至 分 化 培养 基 上 ， 光 照 下 培养 。 实 验 表 明 : 如果 直 接 将 较 小 的 愈 伤 组 
ld ee dt pg 

当铺 伤 组 织 转移 到 分 化 培养 基 上 约 一 周 后 ， 多 数 转 为 淡 黄 绿色 ,但 上 面 有 颜色 更 深 的 绿色 芽 点 (图 

7)。 这 些 芽 点 先是 突起 ， 然 后 由 浅 绿色 和 转 为 深 绿色 ， 最 后 分 化 成 一 个 芽 ， 这 些 芽 多 呈 从 生 状 (图 1; 
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图 1 1. 培 养 中 的 单 细胞 ， 2. 培养 3d 后 细胞 第 一 次 分 裂 ; 3. 分 裂 3 次 形成 的 细胞 团 ; 4. 分 裂 4 次 形成 的 细胞 团 ; 5. 
培养 20d 后 形成 的 细胞 团 ; 6. 在 固体 培养 基 上 20 d 后 形成 的 愈 伤 组 织 ; 7. 正 在 分 化 出 芽 的 您 伤 组 织 ; 8. 从 愈 伤 组 织 再 
生出 从 生 芽 。 


Fig.l 1.Single cells in cultrue. 2. The first cell division after 3 days’ culture. 3. Cell clump after three times division., 


4. Cell clump after four thimes division. 5. Cell clump after 20 days’ culture. 6. Calli cultured 20 days on the solid medium. 


7. Callus developing shoots. 8. Shoot clusters developed from calli. 
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表 1 激 带 浓度 和 外 植 体 类 型 对 植株 再 生 的 影响 


‘Table1 Effectsof hormone concentration and explant type on plant regeneration 


激素 浓度 来 自 不 同 部 位 的 愈 伤 组 织 再 生 频 率 
NAAmg/L) 6-BA mg/L) 下 胚 轴 (%) 子叶 柄 (% ) 
0.2 0 0 0 
0.2 0.5 13 0 
0.2 1 20 6 
0.2 2 40 13 
0.2 4 0 0 
0.5 0.5 0 0 
0.5 1 25 0 
0.5 2 45 13 
0.5 4 0 0 


从 表 1 中 可 以 看 出 ， 不 同 来 源 的 愈 伤 组 织 再 生出 芽 的 频率 有 一 定 的 差别 。 总 的 来 说 ， 源 自 下 胚 轴 愈 伤 
组 织 分 化 出 芽 的 频率 要 高 些 ， 而 且 这 些 芽 的 大 小 ， 粗 壮 程 度 有 不 小 的 差别 。 有 的 叶 色 呈 深 绿色 ,而 有 的 叶 
色 为 黄 绿 色 。 源 自 子叶 柄 的 愈 伤 组 织 生长 很 快 ， 分 化 出 芽 的 频率 要 低 些 ， 且 多 数 较为 瘦弱 ， 叶 色 为 黄 绿 
色 。 

6 一 BA 的 浓度 对 分 化 出 芽 的 频率 有 较 大 影响 。 当 6-BA 浓度 升 高 时 ， 愈 伤 组 织 再 生 频 率 也 随 之 升 高 ， 
再 生出 的 苗 也 由 弱 到 壮 ， 且 每 块 愈 伤 组 织 出 芽 数 也 在 增加 。 这 表明 ， 适 当 浓度 的 6-BA 对 愈 伤 组 织 分 化 
出 芽 有 明显 的 促进 作用 ,但 6-BA 浓度 高 于 4mg AL 时 ， 愈 伤 组 织 色 白 ， 生 长 快 ， 不 易 分 化 。 另 外 ， 当 
适量 增加 NAA 浓度 时 ,分 化 出 芽 的 速度 加 快 ， 且 芽 的 节 间 变 长 。 
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